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論文内容要旨
研究目的
 シスプラチンは高い抗腫瘍作用を有し,幅広い領域で癌化学療法に使用されているが,代表的
 副作用は腎障害である。腎障害発生の機序は未だ解明されていないが,アラキドン酸代謝で生じ
 る過酸化脂質の関与が示唆されており,アラキドン酸代謝に関与するプロテインキナーゼC
 (PKC)を介するシグナル伝達機構が腎障害発生に関与する可能性がある。
 そこで本研究では,ラットにシスプラチンを投与した時の腎組織内PKCの変化を観察し,腎
 障害との関連を検討した。
研究結果
 1)イムノブロット法:雄SDラットにシスプラチン8mg/kgを腹腔内に投与し,皮質部尿細
 管,髄質部尿細管の細胞膜分画,細胞質分画におけるPKCαサブユニット(α一PKC)の発現を
 イムノブロット法で検討した。イムノブロット法では転写された蛋白の濃度(絶対値)は各回の
 諸条件の違いにより直接比較できないため,細胞膜分画と細胞質分画の比で比較検討した。その
 結果,生食投与群(コントロール)に比較して,シスプラチン投与群では投与3時間後には細胞
 膜分画でのα一PKCの発現の増加がみられ,この傾向は髄質部尿細管でより顕著であった。
 2)免疫組織学的検討:抗α一PKC抗体を用いた染色で,腎髄質外層の近位直尿細管に相当す
 る部位にα一PKCの発現を認めたが,シスプラチン投与に伴う細胞内PKC局在の変動について
 は明らかではなかった。
 3)PKC拮抗剤(H-7)投与のシスプラチン腎毒性発現への影響:シスプラチン8mg/kg腹
 腔内投与48時間後にはBUN70、3±3.Omg/dユ,血清クレアチニン(S-Cr)0.95±0.02mg/dlと
 コントロール群(BUN12、2±0.6,S-CrO.50±0.03)に比較して著明な腎機能障害を認めた。
 シスプラチン投与1時間前にH-712.5μg/kgを皮下投与した群では,BUN43.3±4、4,S-Cr
 O.83±0.04といずれも有為に上昇が抑制された。
考察
 α一PKCは腎臓では主に近位直尿細管に多量に存在することが知られており,今回の組織化学
 の結果も同様であった。このことから,今回イムノブロット法で観察された髄質部尿細管膜分画
 でのα一PKC発現の増加は,近位直尿細管細胞膜での増加と考えられた。
 PKCの活性化には,まず細胞質より膜へのPKCの移動(Lranslocatioll)が必要とされてお
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 り,シスプラチン投与後,近位直尿細管細胞膜に於けるα一PKCの活性化亢進の可能性が示唆さ
 れた。さらに,PKC拮抗剤による腎機能障害の抑制効果より,尿細管細胞内におけるPKCの活
 性化がシスプラチンの腎毒性発現に関与している可能性が示唆される。
 研究の意義・独創的な点
 本研究は,シスプラチン投与により,髄質外層部の尿細管細胞でPKCの細胞質から細胞膜へ
 の局在の変動が起こること,PKCの作用を抑制することによりシスプラチンの腎毒性が軽減さ
 れることを明らかにした。本研究の結果は,シスプラチンの腎障害にPKCを介する尿細管細胞
 内シグナル伝達機構の変動が関与する可能性を示唆するものであり,このような観点から本障害
 を検討した研究は他に例がない。また,本研究の結果は,シスプラチン腎毒性の軽減や毒性発現
 の予防を考える上で重要である。
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 審査結果の要旨
 シスプラチンは高い抗腫瘍作用を有し,幅広い領域で癌化学療法に使用されているが,代表的
 副作用は腎障害である。腎障害発生の機序は未だ解明されていないが,アラキドン酸代謝で生じ
 る過酸化脂質の関与が示唆されており,アラキドン酸代謝に関与するプロテインキナーゼC
 (PKC)を介するシグナル伝達機構が腎障害発生に関与する可能性があると推察した。本論文で
 は,ラットにシスプラチンを投与した時の腎組織内PKCの変化を観察し,腎障害との関連を検
 討している。
 研究結果!)イムノブロット法:雄SDラットにシスプラチン8mg/kgを腹腔内に投与し,
 皮質部尿細管,髄質部尿細管の細胞膜分画,細胞質分画におけるPKCαサブユニット(α一PKC)
 の発現をイムノブロット法で検討した。その結果,生食投与群(コントロール)に比較して,シ
 スプラチン投与群では投与3時間後にはα一PKCの発現の細胞膜分画/細胞質分画比の増加がみ
 られ,この傾向は髄質部尿細管でより顕著であった。
 2)免疫組織学的検討:抗α一PKC抗体を用いた染色で,腎髄質外層の近位直尿細管に相当する
 部位にα一PKCの発現を認めた。
 3)PKC拮抗剤(H-7)投与のシスプラチン腎毒性発現への影響:シスプラチン8mg/kg腹腔
 内投与48時間後にはBUN,S-Crの著明な上昇を認めた。シスプラチン投与1時間前にH-7を
 12・5μg/kg皮下投与した群では,BUN,S-Crとも有為に上昇が抑制された。
 考按α一PKCは腎臓では主に近位直尿細管に多量に存在することが知られており,今回の組
 織化学の結果も同様であった。このことから,今回イムノブロット法で観察された髄質部尿細管
 膜分画でのα一PKC発現の増加は,近位直尿細管細胞膜での増加と考えている。PKCの活性化
 には,まず細胞質より膜へのPKCの移動(translocaLion)が必要とされており,シスプラチン
 投与後,近位直尿細管細胞膜に於けるα一PKCの活性化亢進の可能性が示唆された。さらに,
 PKC拮抗剤による腎機能障害の抑制効果より,尿細管細胞内におけるPKCの活性化がシスプラ
 チンの腎毒性発現に関与している可能性が示唆された。以上,本研究では,シスプラチン投与に
 より,髄質外層部の尿細管細胞でPKCの細胞質から細胞膜への局在の変動が起こり,PKCの作
 用を抑制することによりシスプラチンの腎毒性が軽減されると結論づけている。
 本研究の結果は,シスプラチンの腎障害にPKCを介する尿細管細胞内シグナル伝達機構の変
 動が関与する可能性を示唆するものである。本研究の結果は,シスプラチン腎毒性軽減や毒性発
 現の予防を考える上で重要であり,学位授与に値する研究である。
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